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INTRODUCCION

El scrapie es una enfermedad neurodegenerativa, incluida en el grupo de las encefalopatias
espongiformes transmisibles, que afecta al ganado ovino y caprino. Esta enfermedad es
endémica en diversas regiones europeas (Hagenaars et al., 2001) y de EEUU (O'Rourke et
al., 2002). El control y erradicacion del scrapie se ha visto obstaculizado en gran medida por
la ausencia de tests de diagndstico practicos, sensibles y que se puedan realizar in vivo.
Actualmente el diagndstico del scrapie se basa en la observacion de las lesiones mediante
microscopia optica o en la deteccion de la proteina PrPsc en muestras del sistema nervioso
central (SNC) obtenidas post mortem (Organizacion Internacional de Epizootias, 2005)

Los estudios realizados sobre la patogenia de la enfermedad muestran que la proteina
patologica PrPsc se puede detectar en el tejido linfoide de animales afectados de scrapie
incluso antes de que se desarrollen los sintomas clinicos de la enfermedad y de que la
PrPsc alcance el SNC. En la mayoria de los animales con genotipos susceptibles la PrPsc
se puede detectar inicialmente en la placa de Peyer ileal y en los ganglios linfaticos
mesentéricos y, posteriormente, en el tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal y en
otros tejidos del sistema linforreticular (van Keulen et al., 2002). En algunos trabajos se han
propuesto tests de diagnostico in vivo basados en la detecciéon de la PrPsc en tejido linfoide
obtenido mediante biopsia de tonsilas (Schreuder et al., 1998), tercer parpado (O'Rourke et
al., 2000) o mucosa rectal (Gonzalez et al., 2005).

El objetivo de este trabajo es valorar y comparar en condiciones de campo las técnicas de
diagndstico in vivo basadas en la deteccion de PrPsc en biopsias de tejido linfoide de tercer
parpado y de mucosa rectal.

MATERIAL Y METODOS
En el presente estudio se han incluido un total de 268 ovinos y 42 caprinos procedentes de
dos rebafos diferentes. Del primero, un rebafio monitorizado compuesto por individuos
procedentes de diferentes focos de erradicacién de scrapie, se analizaron 201 animales
(167 ovinos y 34 caprinos). Del segundo, un foco de erradicacion detectado en el programa
de vigilancia del scrapie, se estudiaron 109 animales (con haplotipos VRQ y ARQ)
seleccionados aleatoriamente.

De cada animal se obtuvo una biopsia de mucosa rectal (Espanes et al., 2006) y una biopsia
de tercer parpado (O'Rourke et al., 2002) las muestras se fijaron en formol al 10% y se
procesaron para el examen histolégico e inmunohistoquimico. Mediante microscopia 6ptica
se determind el numero de foliculos linfoides obtenidos en la biopsia y el numero de foliculos
linfoides inmunotenidos en cada muestra positiva. Durante los seis meses posteriores a la
realizacion de las biopsias, se sacrificaron o murieron 75 animales (63 ovejas y 12 cabras)
de los incluidos en el estudio; de estos animales se tomaron muestras del SNC y del sistema
linforreticular (SLR) para la confirmacion de la enfermedad mediante las técnicas
reconocidas por la Organizacion Internacional de Epizootias (examen histolégico e
inmunohistoquimico del SNC).

Para el examen inmunohistoquimico se realizaron los siguientes pretratamientos: inmersion
en acido formico al 98%, tratamiento con proteinasa K (Roche, Suiza; 4 yg/ml) y autoclavado
hidratado. En la inmunotincion se utilizé el anticuerpo L42 (R-Biopharm, Alemania; diluciéon
1:500; incubacion 30 minutos a temperatura ambiente), el sistema de visualizacion Envision
(DAKO, Dinamarca) y el cromoégeno diaminobencidina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se detectd la proteina PrPsc en el tejido linfoide obtenido mediante biopsias de tercer
parpado y/o mucosa rectal procedente de 2 caprinos y 39 ovinos, 14 de los cuales
pertenecian al foco de erradicacion. EI nimero de muestras positivas fue mayor cuando se
utilizé la biopsia de tercer parpado (Tabla 1), debido a que mediante esta técnica se obtuvo
un menor numero de muestras inadecuadas (ausencia de foliculos linfoides; p < 0,001). La
media de foliculos linfoides por muestra obtenidos mediante biopsia de tercer parpado fue
de 8,7, y de 8,4 en el caso de la biopsia de recto. El porcentaje de foliculos linfoides
positivos en las muestras varié entre un 8 (1 foliculos positivo de 12 obtenidos en la biopsia)
y un 100%. En 3 casos, se pudo diagnosticar la enfermedad con un unico foliculo linfoide en
la muestra.

Tabla 1. Comparacion de los resultados de la deteccion de PrPsc en tejido linfoide obtenido
mediante biopsia de tercer parpado y de mucosa rectal.

BIOPSIA DE TERCER PARPADO
Positiva Negativa Inadecuada TOTAL
BELRA  [Positiva 25 5 1 31
Negativa 4 206 12 222
MUCOSA
RECTAL Inadecuada 6 37 15 58
TOTAL 35 248 28 311

La especificidad de la técnica de diagnostico del scrapie mediante la deteccién de la PrPsc
utilizando tejido obtenido por biopsia, tanto de tercer parpado como de mucosa rectal, fue de
un 100% respecto a las técnicas de confirmacion post mortem reconocidas por la OIE. Sin
embargo, la sensibilidad de la técnica fue menor, siendo del 72% cuando se utilizo la biopsia
de tercer parpado y del 65% cuando se analizé la muestra obtenida mediante biopsia rectal.
Los falsos negativos se pueden deber a diferentes causas, como la ausencia o poca
presencia de la PrPsc en el SLR de algunos animales infectados, la distribucién no
homogénea de la proteina patolégica en el SLR o al tamafio inadecuado de la muestra (con
escasos foliculos linfoides). En 2 de los animales estudiados mediante las técnicas de
confirmacién post mortem, solo se detecté PrPsc en el SNC (no en el SLR). Por otro lado,
mediante la técnica de diagnodstico in vivo se detecté un caso preclinico en el que la PrPsc
todavia no habia alcanzado el sistema nervioso central (Tabla 2).

Tabla 2. Deteccion de PrPsc en tejido linfoide obtenido mediante biopsia y en muestras del
sistema nervioso central (SNC) y sistema linforreticular (SLR) obtenidas post mortem.

BIOPSIA SNC SLR N° ANIMALES
+ + + 18
- - - 45
- + + 5
- + - 2
T N + 1
Inadecuada + + 1
Inadecuada - - 3

Los resultados de este estudio de campo muestran que tanto la muestras obtenidas
mediante biopsia de tercer parpado como de mucosa rectal son adecuadas para el
diagnéstico in vivo del scrapie. Las muestras obtenidas mediante biopsia de tercer parpado
dieron mejores resultados, sin embargo su toma presenta una mayor dificultad ya que
provoca mas estrés al animal por lo que dificulta la inmovilizacion del animal y se invierte
mas tiempo en su realizacion.

El programa de control de scrapie se basa principalmente en la detecciéon de los animales
infectados mediante el analisis post mortem de los animales sospechosos y de una muestra
aleatoria de la poblacion, la consiguiente eliminacion de los rebafos afectados o de los
animales con genotipos susceptibles de los mismos y en un programa de seleccién
genética, que consiste en el incremento de la frecuencia del haplotipo ARR y la disminucion

— 604 -



o eliminaciéon del VRQ. Tras mas de 4 afios de aplicaciéon de este programa, se han
detectado algunos problemas. Asi, por ejemplo, se han diagnosticado animales que
presentan el genotipo ARR/ARR. Por otro lado, no se disponen de animales con garantias
para repoblar los rebanos objetos de sacrificio. El diagndstico del scrapie utilizando biopsias
puede suponer una importante herramienta en el control y erradicacion del scrapie, aunque
debido a que la sensibilidad de la técnica no es del 100%, no puede utilizarse
exclusivamente. La actuaciéon directa en rebafios infectados o de riesgo y en zonas con
elevada incidencia utilizando conjuntamente la técnica de diagndstico in vivo del scrapie
mediante biopsias y el programa de seleccion genética podria reducir el elevado coste
econdémico y social que el programa de control de la enfermedad supone en la actualidad.
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